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 ﭼﮑﯿﺪه
 در ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ ﺑﯿﻤﺎری ﻋﺎﻣﻞ ﺗﺮﯾﻦ ﻣﮭﻢ آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻣﻘﺪﻣﮫ:
اﯾﻦ  ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺸﺨﯿﺺ رو اﯾﻦ از اﺳﺖ. ﺳﺎل 5 زﯾﺮ ﮐﻮدﮐﺎنﻧﻮزادان و 
 ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ھﺎی روش ﮐﮫ داده اﺳﺖ ﻧﺸﺎن ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت اﺳﺖ. ﺿﺮوریﻋﺎﻣﻞ 
 اﯾﻦ ھﺪف ھﺴﺘﻨﺪ. ﻋﺎﻣﻞ اﯾﻦ ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﺮای اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ھﺎی ﺗﺴﺖ
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس  ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺟﮭﺖ RCP روش ﻃﺮاﺣﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ،
 ﺑﻮد. آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﺑﺮ اﺳﺎسﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ھﺎی  اﯾﻦ در ھﺎ: روش و ﻣﻮاد
 ﮐﻨﺘﺮل ﺳﺎﺧﺖ ﺷﺪ. ﺟﮭﺖ راه اﻧﺪازی RCP ﻃﺮاﺣﯽ و واﮐﻨﺶ 6ppmo ژن
 ﺣﻀﻮر. ﮔﺮدﯾﺪ ﮐﻠﻮن T/R75ZTp وﮐﺘﻮر در RCP ﻣﺤﺼﻮل ،اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﻣﺜﺒﺖ
 ھﺎی ھﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽ و ﭘﺮوﺳﮫ ﮫ وﺳﯿﻠﮫﺑ وﮐﺘﻮر -T درﻣﻮرد ﻧﻈﺮ  ژن
از ﻃﺮﯾﻖ ﺗﮭﯿﮫ  ،RCP واﮐﻨﺶ ﺖـــﺴﺎﺳﯿ. ﺣﺷﺪ ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺗﻮاﻟﯽ ﯾﺎﺑﯽ
 ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ  از 01ﺑﮫ  1ﻣﺘﻮاﻟﯽ ھﺎی  رﻗﺖ
 روی  ﺑﺮ RCP ﺑﺎواﮐﻨﺶ  وﯾﮋﮔﯽﺷﺪ.  ﺗﻌﯿﯿﻦﻧﺎﻧﻮﮔﺮم،  11اوﻟﯿﮫ 
 .ﺷﺪ ارزﯾﺎﺑﯽ ھﺎ ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻃﯿﻔﯽ از ژﻧﻮﻣﯿﮏAND
ﻣﻮرد اﻧﺘﻈﺎر ﺑﺎ اﻧﺪازه ، ﺑﺎﻧﺪ  RCPﻧﺘﺎﯾﺞ ھﺎی ﭘﮋوھﺶ: ﯾﺎﻓﺘﮫ
ﻣﺸﺨﺺ ﮐﺮد ﮐﮫ ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ،  ﻧﺸﺎن داد. را یﺟﻔﺖ ﺑﺎز 082
ھﯿﭻ ﮔﻮﻧﮫ ﺗﮑﺜﯿﺮی ﭘﺲ  .اﺳﺖﮐﭙﯽ  713ﯽ واﮐﻨﺶ ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺼﮐﻤﺘﺮﯾﻦ 
ژﻧﻮﻣﯿﮏ ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﺎی ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ ﻣﺸﺎھﺪه  ANDﺑﺮ روRCP از 
 را ﺗﺎﯾﯿﺪ ﻧﻤﻮد. RCPوﯾﮋﮔﯽ واﮐﻨﺶ  ﻧﺘﯿﺠﮫاﯾﻦ  ﻧﮕﺮدﯾﺪ.
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺗﺸﺨﯿﺺﺟﮭﺖ  )RCP(ﻃﺮاﺣﯽ واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه ای ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز
 ﷴ ﺳﻠﯿﻤﺎﻧﯽ و ھﻤﮑﺎران-آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
05 
 ﻣﻘﺪﻣﮫ
 ﯾﻚ آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 ﻣﻨﻔﯽ، ﮔﺮم ﮐﻮﮐﻮﺑﺎﺳﯿﻞ ﺑﺎﻛﺘﺮي
ﺮک، ــﻣﺘﺤ ﻏﯿﺮ ﮏ،ـــﮐﻮﭼ
ﻮر، ـــــاﺳﭙ ﺎﻗﺪـــﻓ
ﺑﯽ ھﻮازی اﺧﺘﯿﺎری و -ھﻮازی
 از ﺧﺎﻧﻮاده ﭘﺎﺳﺘﻮرﻻﺳﮫ اﺳﺖ
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ﺑﮫ .
ﺷﺪت ﺑﺎ ﻣﯿﺰﺑﺎن اﻧﺴﺎﻧﻲ 
در ﻏﺸﺎھﺎي  ﺳﺎزﮔﺎري دارد و
ﻣﺨﺎﻃﻲ ﻣﺠﺎري ﺗﻨﻔﺴﻲ 
ﺴﺎن ھﺎ ـــﺎﻧﻲ اﻧــﻓﻮﻗ
ﺎﻓﺖ ﻣﻲ ﺷﻮد. ـــﯾ
ﺪاري اﯾﻦ ارﮔﺎﻧﯿﺴﻢ ــﭘﺎﯾ
ھﺎ در ﺟﻤﻌﯿﺖ اﻧﺴﺎﻧﻲ 
واﺑﺴﺘﮫ ﺑﮫ اﻧﺘﻘﺎل ﺷﺨﺺ ﺑﮫ 
ﺷﺨﺺ اﺳﺖ ﻛﮫ اﯾﻦ اﻧﺘﻘﺎل از 
 و ﭘﺨﺶ ﺷﺪن ﻃﺮﯾﻖ اﻧﺘﺸﺎر
ﻗﻄﺮات ﺗﻨﻔﺴﯽ، ﺗﻤﺎس ﺑﺎ 
ﻧﻤﻮﻧﮫ ھﺎی ﺣﺎوی ارﮔﺎﻧﯿﺴﻢ 
و ﺣﺘﯽ از ﻃﺮﯾﻖ ﮐﺎﻧﺎل 
ﻔﺎق ﻣﻲ ــــﻤﺎن اﺗـــزاﯾ
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس (.1)،اﻓﺘﺪ
در ﻣﺠﺎری  ﺗﻘﺮﯾﺒﺎК  آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 ﺑﭽﮫ درﺻﺪ 57 ﺗﻨﻔﺴﯽ ﻓﻮﻗﺎﻧﯽ
 وﺟﻮد ﺑﺎﻟﻐﯿﻦ و ﺳﺎﻟﻢ ھﺎي
 ﺣﻔﺮه در ﻧﺪرتﮫ ﺑ وﻟﻲ ،دارد
 ﺷﻮد. ﻣﻌﻤﻮﻻК  ﻣﻲ دﯾﺪه دھﺎﻧﻲ
 ﺻﻮرتﮫ ﺑ ﻛﭙﺴﻮﻟﮫ ﻏﯿﺮ ھﺎي ﻓﺮم
 اﻣﺎ ھﺴﺘﻨﺪ ﺑﺪن ﻧﺮﻣﺎل ﻓﻠﻮر
 ﺑﺎﻟﻐﯿﻦ از ﻛﻤﻲ ﺑﺴﯿﺎر ﺗﻌﺪاد در
 ﻓﺮم درﺻﺪ( 7ﺗﺎ  3)ﺳﺎﻟﻢ
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس دار ﻛﭙﺴﻮل
(  biH)ﯾﻌﻨﯽb ﺗﯿﭗ آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 ﻧﺎﺣﯿﮫ در ﻣﺘﻨﺎوب ﻃﻮر ﺑﮫ
 دﯾﺪه ﺗﻨﻔﺴﻲ دﺳﺘﮕﺎه ﻓﻮﻗﺎﻧﻲ
 ﺷﺎﯾﻊ و ﺗﺮﯾﻦ ﻣﮭﻢ ﮐﮫ ﺷﻮد ﻣﻲ
 و ﺑﺎﮐﺘﺮﻣﯿﺎ ﻋﺎﻣﻞ ﺗﺮﯾﻦ
 در ﺣﺎد ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎل ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ
ﻣﺤﺴﻮب ﻣﯽ  ﺳﺎل 5 زﯾﺮ ﮐﻮدﮐﺎن
 و ﻛﻮدﻛﺎن در ﻧﯿﺰ ﮔﺎھﻲ ﺷﻮد و
 ﻣﺠﺎري ﻋﻔﻮﻧﺖ اﯾﺠﺎد ﺑﺎﻟﻐﯿﻦ
 (2).ﻛﻨﺪ ﻣﻲ ﺗﻨﻔﺴﻲ
 ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﯾﯽ ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ
 ﭼﻮن اﺳﺖ ﻣﺸﮑﻞ ﻣﻮاﻗﻊ اﮐﺜﺮ در
 در ﺧﺼﻮﺻﺎК  ھﺎ ﻧﺸﺎﻧﮫ و ﻋﻼﯾﻢ
 ﻏﯿﺮاﺧﺘﺼﺎﺻﯽ اﻏﻠﺐ ﮐﻮدﮐﺎن
 ﺗﺸﺨﯿﺺ ھﺎی روش از ھﺴﺘﻨﺪ.
 رﻧﮓ ﺑﮫ ﺗﻮان ﻣﯽ اﻧﺘﺨﺎﺑﯽ
 ﻧﺨﺎﻋﯽ ﻣﻐﺰی ﻣﺎﯾﻊ از ﮔﺮم آﻣﯿﺰی
 رﻧﮓ ﭼﮫ ﮐﺮد. اﮔﺮ اﺷﺎره ﮐﺸﺖ و
 ﻧﺨﺎﻋﯽ ﻣﺎﯾﻊ از ﮔﺮم آﻣﯿﺰی
 روش اﯾﻦ اﻣﺎ ،اﺳﺖ ﺳﺮﯾﻊ ﯽروﺷ
 از و اﺳﺖ ﻏﯿﺮاﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﺑﺴﯿﺎر
اﺳﺖ  ﺑﺮﺧﻮردار ﭘﺎﯾﯿﻨﯽ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ
 آﻧﺘﯽ در ﺻﻮرت ﻣﺼﺮف ﻃﺮﻓﯽ از و
 ﮐﺸﺖ ﻧﺘﺎﯾﺞ اﺳﺖ ﻣﻤﮑﻦ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ
 ھﻢ ﻧﺨﺎﻋﯽ ﻣﻐﺰی ﻣﺎﯾﻊ ﯾﺎ ﺧﻮن از
 ﻃﺮف ﺷﻮد. از ﮔﺰارش ﻣﻨﻔﯽ
 ﺣﺪود ﮐﺸﺖ اﻧﺠﺎم ﺻﻮرت در دﯾﮕﺮ
 ﺗﺎ ھﺴﺖ ﻧﯿﺎز زﻣﺎن ﺳﺎﻋﺖ 63 ﺗﺎ 42
 اﺧﯿﺮاК  ﻧﻤﺎﯾﻨﺪ. رﺷﺪ ھﺎ ﮐﻠﻮﻧﯽ
 اﯾﻤﻮﻧﻮﻟﻮژﯾﮑﯽ ھﺎی ﺗﮑﻨﯿﮏ از
 ﻣﺜﻞ
ـﻨﺎﺳﯿـــــﯿــﻮﺗــﻠــــآﮔ
 و ﺲـﮑــــﻻﺗ ای ذره ﻮنـــ
 ﮐﺎﻧﺘﺮاﯾﻤﻮﻧﻮاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرزﯾﺲ
 آﻧﺘﯽ ﺨﯿﺺــــﺗﺸ اﺳﺎس ﺑﺮ ﮐﮫ
 اﺳﺘﻮار ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﯾﯽ ھﺎی ژن
 ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ در ﻧﯿﺰ ،ھﺴﺘﻨﺪ
 ﺷﻮد. ﻣﯽ اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﯾﯽ
  ھﺎ ﺗﮑﻨﯿﮏ اﯾﻦ ﭼﮫ ﺮـــاﮔ
 رﻧﮓ و ﮐﺸﺖ از ﺗﺮ ﺳﺮﯾﻊ ﺑﺴﯿﺎر
 از وﻟﯽ ھﺴﺘﻨﺪ ﮔﺮم آﻣﯿﺰی
 ﭘﺎﯾﯿﻨﯽ وﯾﮋﮔﯽ و ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ
 (3).ﺑﺮﺧﻮردارﻧﺪ
 و ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺿﺮورت ﺑﺎ ﺗﻮﺟﮫ ﺑﮫ
 دﺳﺖ درﻣﺎن ﺳﺮﯾﻊ در ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ،
 ﺑﺘﻮاﻧﺪ ﮐﮫ آزﻣﻮﻧﯽ ﺑﮫ ﯾﺎﺑﯽ
 ﺑﺴﯿﺎر را ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﯾﯽ ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ
 ،ﮐﻨﺪ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ و ﺳﺮﯾﻊ
ﺑﺎﺷﺪ. ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت  ﻣﯽ ﻣﮭﻢ ﺑﺴﯿﺎر
ﺗﺸﺨﯿﺺ  ﺛﺎﺑﺖ ﮐﺮده اﺳﺖ ﮐﮫ
ﺑﺎ ﻋﻮاﻣﻞ ﺑﯿﻤﺎری زا 
 اﺳﺘﻔﺎده از ﺗﮑﻨﯿﮏ ھﺎی
ﺗﺮ، ﻊ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ھﻤﻮاره ﺳﺮﯾ
اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ﺗﺮ و ﺣﺴﺎس ﺗﺮ از 
ھﺎی ﮐﻼﺳﯿﮏ اﺳﺖ. ﯾﮑﯽ  روش
از ﻣﮭﻢ ﺗﺮﯾﻦ اﯾﻦ ﺗﮑﻨﯿﮏ ھﺎ 
واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه ای ﭘﻠﯽ 
اﯾﻦ روش ھﻢ  اﺳﺖ. )RCP(ﻣﺮاز
از ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ و وﯾﮋﮔﯽ ﺑﺎﻻﺗﺮی 
ﺑﺮﺧﻮردار اﺳﺖ و ھﻢ درﻣﺎن 
ھﺎی ﻗﺒﻠﯽ ﺑﺎ آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ 
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
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ﺴﺖ ﺗﺎﺛﯿﺮی روی ﻧﺘﺎﯾﺞ اﯾﻦ ﺗ
. از اﯾﻦ رو در (5،4،)ﻧﺪارد
ﻃﯽ ﺳﺎﻟﯿﺎن اﺧﯿﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ 
اﯾﻦ ﻋﺎﻣﻞ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﺎﯾﯽ ﺑﺎ 
 RCPاﺳﺘﻔﺎده از ﺗﮑﻨﯿﮏ 
ﮐﺘﻞ و  اﻧﺠﺎم ﺷﺪه اﺳﺖ.
از  (0991)ﺎرانــــھﻤﮑ
ﺑﺮای ﺗﺸﺨﯿﺺ  RCPﮏ ــــﺗﮑﻨﯿ
ﻮس ــــﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠــــﺑﺎﮐﺘ
ﻮاﻧﺰا در ﻣﺎﯾﻊ ـــآﻧﻔﻠ
ﻧﺨﺎﻋﯽ اﺳﺘﻔﺎده - ﻣﻐﺰی
. ﯾﺎداو و (6)،ﮐﺮدﻧﺪ
 3002ھﻤﮑﺎران ﻧﯿﺰ در ﺳﺎل 
ﺑﺮای ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺳﺮﯾﻊ ﺑﺎﮐﺘﺮی 
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا از 
اﺳﺘﻔﺎده  RCPﺗﮑﻨﯿﮏ 
. ﻓﺎﯾﻠﺲ و (7)،ﮐﺮدﻧﺪ
 ﺟﮭﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ ھﻢ ،ھﻤﮑﺎران




ﻧﯿﮫ( و اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﮐﻮﮐﻮس ﻧﯿﻮﻣﻮ
 5002ﺎل ــــدر ﺳ
ﮫ ــرا ﺑ RCPﮏ ــﻨﯿــﮑــﺗ
. در (8)،ﺪــﺮدﻧــﺎر ﺑــﮐ
، 6831ﺎل ــــﺮان در ﺳــاﯾ
ﯽ و ــﺎدﺗــﻌــــﺳ
ﮑﺎران ـــــﻤــــھ
 RCP xelpitluMﮏ ــﯿــﮑﻨــــﺗ
ﯿﺺ اﯾﻦ ـــرا ﺑﺮای ﺗﺸﺨ
 1cilﺘﺮی ﺑﺮ اﺳﺎس ژن ــﺑﺎﮐ
. (9)،راه اﻧﺪازی ﮐﺮدﻧﺪ
ﺎران ﻧﯿﺰ در ــھﻤﮑ ﻋﻄﺎﯾﯽ و
 ANRrs61از ژن ھﺎی  8831ﺳﺎل 
ﺖ ــﮭــﺟ Axeb و
ﺘﺮی ــﺺ ﺑﺎﮐــﯿــﺨــﺸــﺗ
ﻔﻠﻮاﻧﺰا ــﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧــھﻤ
 RCP xelpitluMﻨﯿﮏ ـدر ﺗﮑ
 .(01)،ﺪــﻔﺎده ﻧﻤﻮدﻧــاﺳﺘ
ﻮد ــﻦ وﺟــوﻟﯽ ﺑﺎ اﯾ
ﯿﭻ ـــــﻨﻮن ھــﺎﮐــﺗ
ﺘﺎﻧﺪاردی ــــﯿﮏ اﺳــــﺗﮑﻨ
ﮑﻮﻟﯽ ـــــﺑﺮای ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻣﻮﻟ
اﯾﺮان راه اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮی در 
ﺪه اﺳﺖ. از ــــاﻧﺪازی ﻧﺸ
ﻌﮫ ــــاﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟ اﯾﻦ رو در
اﺳﺘﺎﻧﺪارد  RCPﯿﮏ ـــﯾﮏ ﺗﮑﻨ
ﺮﯾﻊ و ــﺺ ﺳــﺨﯿــﺖ ﺗﺸــﺟﮭ
ﺘﺮی ــﺼﺎﺻﯽ ﺑﺎﮐــاﺧﺘ
راه ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮﻧﺰا 
 .اﻧﺪازی ﺷﺪ
 ﻣﻮاد و روش ھﺎ
 ﺗﮭﯿﮫ ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮی
ﮫ ـــدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌ




ﺑﮫ ﻋﻨﻮان اﯾﺮان ﺗﮭﯿﮫ و 
ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ. 
از ﺳﻮﯾﯽ ﺟﮭﺖ ﺗﻌﯿﯿﻦ وﯾﮋﮔﯽ 
، 6ppmoﺑﺮای ژن  RCPواﮐﻨﺶ 
ژﻧﻮم ﺗﻌﺪدای ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺑﺎ 
اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی 
، ﺑﮫ ﻋﻨﻮان 6ppmoاﺧﺘﺼﺎﺻﯽ ژن 
ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ، ﻣﻮرد ﺗﮑﺜﯿﺮ 
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. ژﻧﻮم اﯾﻦ 
اﻧﺴﺘﯿﺘﻮ ﺘﺮی ھﺎ از ﺑﺎﮐ
و در ﭘﺎﺳﺘﻮر اﯾﺮان ﺗﮭﯿﮫ 
ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده  اﯾﻦ
 (1ﺷﻤﺎره  )ﺟﺪولﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ.
 ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﻃﺮاﺣﯽ
 ﺟﮭﺖ ﺷﺪه ﮔﺬاری ھﺪف ژن
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺗﺸﺨﯿﺺ
 ﺑﻮد. ﺟﮭﺖ 6ppmo ژن آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا،
ﺗﺮادف ھﺎی  ﭘﺮاﯾﻤﺮ، ﻃﺮاﺣﯽ
ﺗﺮادف(،  33ﺛﺒﺖ ﺷﺪه اﯾﻦ ژن)
 roF retneC lanoitaNﺎﯾﺖـــﺳ از
 )IBCN(noitamrofnI ygolonhcetoiB
 ﺳﮑﺎﻧﺲ 33ﺗﻤﺎﻣﯽ ﮔﺮﻓﺘﮫ ﺷﺪ.
 CLCدرﯾﺎﻓﺘﯽ وارد ﻧﺮم اﻓﺰار
ﮔﺸﺖ.  )4.6 noisreV( reweiv ecneuqeS
ﭘﺲ از ﺗﺮازﺑﻨﺪی ﺗﺮادف ھﺎی 
اﺧﺬ ﺷﺪه، ﻧﻘﺎط ﺣﻔﺎﻇﺖ ﺷﺪه 
ﻣﺸﺨﺺ و ﻃﺮاﺣﯽ ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺑﺮ 
ﺑﺎ  ﻘﺎطـــﺎس اﯾﻦ ﻧــاﺳ
ﺮم ـــﻔﺎده از ﻧـــاﺳﺘ
 rennuR eneG )50.3noisrev( اﻓﺰار
 از اﻃﻤﯿﻨﺎن اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. ﺟﮭﺖ
ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی  ﺑﻮدن اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ
 ھﺎی ﺳﺮوﯾﺲ ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه از
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺗﺸﺨﯿﺺﺟﮭﺖ  )RCP(ﻃﺮاﺣﯽ واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه ای ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز
 ﷴ ﺳﻠﯿﻤﺎﻧﯽ و ھﻤﮑﺎران-آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
25 
 TSALB editoelcuNو TSALB remirP
ﺷﺪ. ﺟﮭﺖ  اﺳﺘﻔﺎده IBCNﺳﺎﯾﺖ 
 ﯿﺎتـــﺧﺼﻮﺻ ﺑﺮرﺳﯽ
 ﮑﯽــﻮدﯾﻨﺎﻣﯿـــﺗﺮﻣ
ﻧﺮم اﻓﺰار  از ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ،
اﺳﺘﻔﺎده  rennuR eneG )50.3noisrev(
 ﻂـــﺗﻮﺳ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ ﺳﻨﺘﺰ ﺷﺪ.









اﯾﻦ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ  .ﺑﻮد ΄3 CCAT
 082ﻗﺎدر ﺑﮫ ﺗﮑﺜﯿﺮ ﯾﮏ ﻗﻄﻌﮫ 
ﺎزی در ژن ـــــﺖ ﺑــﻔـــﺟ
ﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ـــﺑﺎﮐﺘ 6ppmo
 آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ﺑﻮدﻧﺪ. 
 esaremyloPﺗﮑﻨﯿﮏ  اﻧﺪازی راه
  noitcaeR niahC
 ژن ﺗﮑﺜﯿﺮ ﺑﺮای RCP واﮐﻨﺶ
 از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ 6ppmo
 ﺎیـــﺮھـﭘﺮاﯾﻤ
 ژﻧﻮم و ﯽـــﺎﺻــــاﺧﺘﺼ
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺮیــــﺑﺎﮐﺘ
 ﺑﺮای .ﺷﺪ اﻧﺠﺎم آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
ﯾﮏ  اﺑﺘﺪا واﮐﻨﺶ، اﯾﻦ اﻧﺠﺎم
 1/5 واﮐﻨﺶ دارایﻣﺨﻠﻮط 
 ﻣﯿﻠﯽ 0/2 ،2lCgM ﻣﻮﻻر ﻣﯿﻠﯽ
 ﺗﮭﯿﮫ RCP ﺑﺎﻓﺮ و  sPTNd  ﻣﻮﻻر
 52 ﺣﺠﻢ در RCP واﮐﻨﺶ ﺷﺪ.
ﻣﺨﻠﻮط واﮐﻨﺶ  ﺑﺎ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ
 ﯾﮏ ﺮاهــــھﻤ ﻮق ﺑﮫــﻓ
 AND qaT ﺰﯾﻢــــآﻧ ﺪـــواﺣ
)ﺷﺮﮐﺖ ﮐﻮﺛﺮ،  esaremyloP
 از ﻣﯿﮑﺮوﻣﻮﻻر 0/4اﯾﺮان(، 
 58و  ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ از ﯾﮏ ھﺮ
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ژﻧﻮمﻧﺎﻧﻮﮔﺮم از 
 اﻧﺠﺎم آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
ﺷﺎﻣﻞ ﻣﺮاﺣﻞ  RCP ﺷﺪ. ﺑﺮﻧﺎﻣﮫ
 واﺳﺮﺷﺖ ﻣﺮﺣﻠﮫ ﯾﮏ زﯾﺮ ﺑﻮد:
 ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﯽ درﺟﮫ 59 در اوﻟﯿﮫ
 ﺗﮑﺜﯿﺮ ﭼﺮﺧﮫ 04 دﻗﯿﻘﮫ، 5 ﻣﺪت ﺑﮫ
 59 در واﺳﺮﺷﺖ ﺷﺮاﯾﻂ ﺑﺎ AND
 1 ﻣﺪت ﺑﮫ ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﯽ درﺟﮫ
 66/6 در اﺗﺼﺎل ﻣﺮﺣﻠﮫ دﻗﯿﻘﮫ،
 ﯾﮏ ﻣﺪت ﺑﮫ ﮔﺮاد ﺳﺎﻧﺘﯽ درﺟﮫ
 27 دﻣﺎی ﺑﺎ ﺗﮑﺜﯿﺮ دﻗﯿﻘﮫ،
دﻗﯿﻘﮫ و  ﯾﮏ ﻣﺪت ﺑﮫ درﺟﮫ
 ﻧﮭﺎﯾﯽ ﺗﮑﺜﯿﺮ ﻣﺮﺣﻠﮫ ﯾﮏ ﻧﮭﺎﯾﺘﺎ
 01ﺑﮫ ﻣﺪت  درﺟﮫ 27 در
 اﺗﻤﺎم از ﭘﺲ (.11)،دﻗﯿﻘﮫ
 ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ 5 ،ﺗﮑﺜﯿﺮ واﮐﻨﺶ
 ﯾﮏ ھﻤﺮاه ﺑﮫ واﮐﻨﺶ ﻣﺤﺼﻮل
 ﻟﻮدﯾﻨﮓ ﺑﺮ ﺑﺎﻓﺮ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ
 ﺗﺤﺖ درﺻﺪ ﯾﮏ آﮔﺎرز ژل روی
 اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز 001 وﻟﺘﺎژ ﺗﺎﺛﯿﺮ
ھﻢ ﭼﻨﯿﻦ ﯾﮏ واﮐﻨﺶ  .ﮔﺮدﯾﺪ
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮی ﺑﺎ ﺷﺮاﯾﻂ  52
ﻣﺸﺎﺑﮫ و اﺳﺘﻔﺎده از آب 
دﯾﻮﻧﯿﺰه ﺑﮫ ﺟﺎی ژﻧﻮم 
ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﮐﻨﺘﺮل 
 ﻣﻨﻔﯽ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ.
 و ﺗﮭﯿﮫ 6ppmoﮐﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ژن 
 ﻣﺜﺒﺖ ﮐﻨﺘﺮل
ﺑﮫ ﻣﻨﻈﻮر ﺳﺎﺧﺖ ﮐﻨﺘﺮل 
  ﻣﺜﺒﺖ از ﮐﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ﻣﺤﺼﻮل
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ.  6ppmoژن  RCP
ژن ھﺪف،  ﭘﺲ از ﺗﮑﺜﯿﺮ
ﻣﺤﺼﻮل آن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از 
ﮐﯿﺖ اﺳﺘﺨﺮاج از ژل)ﺷﺮﮐﺖ 
( ﺟﻨﻮﺑﯽ ﮐﺮهﮐﺸﻮر ، oiB eroC
اﺳﺘﺨﺮاج و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزی 
 ﻌﮫـــﻗﻄ ﮔﺮدﯾﺪ. اﺗﺼﺎل
 وﮐﺘﻮر-ﺗﯽ ﺑﮫ ﻧﻈﺮ ﻮردــﻣ
ﺑﺎ روش  ﻣﻄﺎﺑﻖ T/R75ZTp
ﭘﯿﺸﻨﮭﺎدی ﺷﺮﮐﺖ 
ﮐﺸﻮر ،  satnemreFﺳﺎزﻧﺪه)ﺷﺮﮐﺖ
  .ﺷﺪ ﻧﺠﺎما ﻟﯿﺘﻮاﻧﯽ(
ﺎی ــھ ﻮلـــﺳﻠ ﺗﮭﯿﮫ از ﭘﺲ
 iloc.E ﺘﺮیـــﺮا ﺑﺎﮐــــﭘﺬﯾ
، 701MJ
 ﯿﻮنـــﻔﻮرﻣﺎﺳـــﺗﺮاﻧﺴ
 ھﺎی ﺑﺎﮐﺘﺮی و ﺎمـــاﻧﺠ
 روی ﺪهـــﺷ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم
 BL )raga inatreB-airuL(ﯿﻂ ــــﻣﺤ
 ﻮرــﺸــﮐ ، kreM)ﺷﺮﮐﺖraga
 ﺎویــﺎن( ﺣــﻤــآﻟ
 ﻞــﯿــﺮوﭘــﺰوﭘـــــاﯾ
 ﺗﯿﻮﮔﺎﻻﮐﺘﻮ دی ﺑﺘﺎ
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
  ﻣﺠﻠﮫ ﻋﻠﻤﯽ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اﯾﻼم                                    
 19زﻣﺴﺘﺎن ، ﭼﮭﺎرم، ﺷﻤﺎره ﺑﯿﺴﺘﻢدوره 
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 -D-]ateb[-lyporposI(ﭘﯿﺮاﻧﻮزﯾﺪ
 ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ )GTPI ;edisonarypotcalagoihT
ﻟﯿﺘﺮ،  ﻣﯿﻠﯽ ﺑﺮ ﻣﯿﮑﺮوﮔﺮم 83/4
 اﯾﻨﺪوﻟﯿﻞ -3 ﮐﻠﺮو - 4 ﺑﺮوﻣﻮ -5
-X( ﭘﯿﺮاﻧﻮزﯾﺪ ﮔﺎﻻﮐﺘﻮ دی ﺑﺘﺎ
 ﺑﺮ ﻣﯿﮑﺮوﮔﺮم 04 ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ)laG
 اﺳﯿﺪ ﻧﺎﻟﯿﺪﯾﮑﺴﯿﮏ ﻟﯿﺘﺮ، ﻣﯿﻠﯽ
 ﺑﺮ ﻣﯿﻠﯽ ﻣﯿﮑﺮوﮔﺮم 05 ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ
 001 ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ ﺳﯿﻠﯿﻦ آﻣﭙﯽ و ﻟﯿﺘﺮ
 ﮐﺸﺖ ﻟﯿﺘﺮ ﻣﯿﻠﯽ ﺑﺮ ﻣﯿﮑﺮوﮔﺮم
 ﮐﻠﻮﻧﯽ ﺗﺸﮑﯿﻞ از ﭘﺲ .ﺷﺪ داده
و ﯾﮏ  ﺳﻔﯿﺪ ﭼﻨﺪ ﮐﻠﻮﻧﯽ ھﺎ،
ﮐﻠﻮﻧﯽ آﺑﯽ)ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﮐﻨﺘﺮل 
ﻣﻨﻔﯽ( از ﻧﻈﺮ درﯾﺎﻓﺖ 
ﺑﺎ  6ppmoوﮐﺘﻮر دارای ژن 
 RCPﻠﻮﻧﯽ ــروش ﮐ
 ﺪ.ــﺶ ﺷــﺎﯾــآزﻣ
ﯿﺪ ــﻤــﭘﻼﺳ ﺮاجــﺨــﺘــاﺳ
 ﺖــﮐﯿ از ﺎدهــاﺳﺘﻔ ﺑﺎ
 noitcartxE iniM dimsalP perPuccA 
 ،(ﮐﺮهﮐﺸﻮر  ، reenoiB)ﺷﺮﮐﺖtiK
در ﻣﻮرد ﯾﮏ ﮐﻠﻮن ﻣﺜﺒﺖ 
 و ﮐﻤﯽ ارزﯾﺎﺑﯽ ﮔﺮﻓﺖ. اﻧﺠﺎم
 ﺮاجــﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﺳﺘﺨ ﮐﯿﻔﯽ
 از ﺘﻔﺎدهــاﺳ ﺑﺎ ﺪهــﺷ
ﻮری ــﻧ ﺬبــﻦ ﺟــﻌﯿﯿــﺗ
- 082ﺎی ــﻮج ھــﻮل ﻣــدر ﻃ
 ﺑﺎ ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 062
 و )pordociP(اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮ
 ﯾﮏ آﮔﺎرز ژل روی اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز
درﺻﺪ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. از روش 
ﺑﺮای ﺗﺎﺋﯿﺪ ھﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽ 
ﺪه ــﺎﻓﺖ ﮐﻨﻨــﮐﻠﻮن درﯾ
 6ppmo ژن RCPﺼﻮل ــﻣﺤ




 ﮐﺘﻮرو )SCM  ;etiS gninolC elpitluM(
 دو اﺳﺎس اﯾﻦ ﺑﺮ و ﺷﺪ ارزﯾﺎﺑﯽ
 ،satnemreF)ﺷﺮﮐﺖ ІІІdniHآﻧﺰﯾﻢ 
و  ﺘﻮاﻧﯽ(ــﻟﯿ ﻮرـــﺸــــﮐ
ﮐﺸﻮر  ،satnemreF)ﺷﺮﮐﺖ ІcaS
(. 21)،ﺷﺪ اﻧﺘﺨﺎب ﻟﯿﺘﻮاﻧﯽ(
)اﯾﻦ واﮐﻨﺶ آﻧﺰﯾﻤﯽ ﻣﻨﺠﺮ 
ﺑﮫ ﺧﺮوج ژن ھﺪف از 




ﺮادف ژن ﮐﻠﻮن ﺷﺪه ﺑﺎ ـــﺗ
 elcyCاﺳﺘﻔﺎده از روش 
و ﺑﮫ ﮐﻤﮏ  gnicneuqes
  ﯿﻮرﺳﺎلﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی ﯾﻮﻧ
 ﺗﻮاﻟﯽ ﮔﺮدﯾﺪ. ﺗﻌﯿﯿﻦ31M
 RCPواﮐﻨﺶ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺺ 
ﯿﺪ ﯾﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺗﺎ ﻏﻠﻈﺖ اﺑﺘﺪا
-T/R75ZTp(ﺷﺪه در ﻣﺮﺣﻠﮫ ﻗﺒﻞ 
روش  از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ )6ppmo
ﺗﻮﺳﻂ دﺳﺘﮕﺎه  ﻧﻮری ﺟﺬب ﺗﻌﯿﯿﻦ
 ﻣﺸﺨﺺ )pordociP(اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﺘﻮﻣﺘﺮ
 ھﺎی رﻗﺖ ﺳﭙﺲ (.21)،ﮔﺮدﯾﺪ
در  01- 1ﺗﺎ  01-8ﻣﺘﻮاﻟﯽ 
 اﯾﻦ ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ از 001ﺣﺠﻢ 
 11 اوﻟﯿﮫ ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
 روی ﺑﺮ ﺷﺪ. ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﺗﮭﯿﮫ
 RCP واﮐﻨﺶ ھﺎ رﻗﺖ اﯾﻦ ﺗﻤﺎﻣﯽ
 ﮐﻤﺘﺮﯾﻦ ﺷﺪ و ژن ھﺪف اﻧﺠﺎم
واﺿﺤﯽ را  ﺑﺎﻧﺪ ﮐﮫ آن از رﻗﺘﯽ
 ﺑﮫ داد ﻧﺸﺎن  RCPﭘﺲ از 
 ﮔﺮﻓﺘﮫ ﻧﻈﺮ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺣﺪ ﻋﻨﻮان
 ﻗﺎﺑﻞ ﮐﭙﯽ ﺷﺪ. ﺗﻌﺪاد
ﺒﻖ روش ــــﻃ ﺨﯿﺺــــــﺗﺸ
 (31).ﺎﺳﺒﮫ ﮔﺮدﯾﺪـﻣﺤ gnaihC
 RCPواﮐﻨﺶ وﯾﮋﮔﯽ  ﺗﻌﯿﯿﻦ
 از واﮐﻨﺶ، وﯾﮋﮔﯽ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺟﮭﺖ
 ﻣﻨﻔﻲ ﻛﻨﺘﺮل ھﺎي ﺑﺎﻛﺘﺮي ژﻧﻮم
 در ﺟﺪول ھﺎ آن اﺳﺎﻣﯽ ﮐﮫ
 اﺳﺖ ﺷﺪه ذﮐﺮ 1 ﺷﻤﺎره
 RCPﺷﺪ. واﮐﻨﺶ  ﻔﺎدهــاﺳﺘ
ﺑﺮ روی اﯾﻦ ژﻧﻮم ھﺎ، 
ﻣﻄﺎﺑﻖ ﺷﺮاﯾﻂ ﻗﺒﻞ اﻧﺠﺎم 
ﮔﺮﻓﺖ. از ﺳﻮﯾﯽ دو واﮐﻨﺶ 
ﯾﮑﯽ ﺑﺎ ژﻧﻮم ﺑﺎﮐﺘﺮی  RCP
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا و 
دﯾﮕﺮی ﺑﺎ آب ﻣﻘﻄﺮ دو ﺑﺎر 
ﺗﻘﻄﯿﺮ ﺑﮫ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﺑﮫ ﻋﻨﻮان 
ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ و ﮐﻨﺘﺮل ﻣﻨﻔﯽ 
 ارزﯾﺎﺑﯽ ، ﺗﮭﯿﮫ ﺷﺪ.RCP
ﺑﮫ  ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه، ﮐﯿﻔﯽ ﻣﺤﺼﻮﻻت
 واﺳﻄﮫ اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز ﺑﺮ روی
 درﺻﺪ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. ﯾﮏ آﮔﺎرز ژل
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺗﺸﺨﯿﺺﺟﮭﺖ  )RCP(ﻃﺮاﺣﯽ واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه ای ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز
 ﷴ ﺳﻠﯿﻤﺎﻧﯽ و ھﻤﮑﺎران-آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
45 
 ﯾﺎﻓﺘﮫ ھﺎی ﭘﮋوھﺶ
 ﺑﮫ ﻣﺮﺑﻮط RCP واﮐﻨﺶ ﻧﺘﯿﺠﮫ
ﻣﻮرد اﻧﺘﻈﺎر  ﺑﺎﻧﺪ 6ppmo ژن
 ژل روی ﺑﺮ ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی را 082
 )ﺷﮑﻞ.آﮔﺎرز ﻧﺸﺎن داد
 ﭘﺲ از ﺗﮭﯿﮫ (1 ﺷﻤﺎره
 ﮐﻠﻮﻧﯽ از ﺗﻌﺪادی از ﻣﺎﺗﺮﯾﮑﺲ
 ﻧﺘﺎﯾﺞ واﮐﻨﺶ رﻧﮓ، ﺳﻔﯿﺪ ھﺎی
 082ﺗﺸﮑﯿﻞ ﺑﺎﻧﺪ  RCP ﮐﻠﻮﻧﯽ
ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی ﺗﺮادف ھﺪف را 
ﮐﮫ  ﺗﺎﯾﯿﺪﮐﻨﻨﺪه ، ﻧﺸﺎن داد
ﺣﻀﻮر ژن ھﺪف در ﮐﻠﻮﻧﯽ ھﺎی 
 ﺳﻔﯿﺪ رﻧﮓ ﺑﻮد.
واﮐﻨﺶ ھﻀﻢ آﻧﺰﯾﻤﯽ  در
در  ІcaS ﻣﻄﺎﺑﻖ اﻧﺘﻈﺎر آﻧﺰﯾﻢ
 و وﮐﺘﻮر 126-52 ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ
 ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ در ІІІdniH آﻧﺰﯾﻢ
ﻧﺎﺣﯿﮫ  در وﮐﺘﻮر، 096- 49
 ﮐﻠﻮﻧﯿﻨﮓ ﭼﻨﺪﮔﺎﻧﮫ وﮐﺘﻮر،
ﮐﺮد. اﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز  اﯾﺠﺎد ﺑﺮش
ﯽ ــﺰﯾﻤــــﻣﺤﺼﻮل ھﻀﻢ آﻧ
ﺑﺮ روی  6ppmo-T/R75ZTp ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
ﺑﺎ ژل آﮔﺎرز، ﻣﻄﺎﺑﻖ 
 0082 ﺣﺪوداК  یھﺎﺑﺎﻧﺪ راﻧﺘﻈﺎ
 enobkcabﺟﻔﺖ ﺑﺎزی)ﻣﺮﺑﻮط ﺑﮫ 
( و ﺣﺪودا T/R75ZTp ﭘﻼزﻣﯿﺪ
ﺟﻔﺖ ﺑﺎزی )ﻣﺮﺑﻮط ﺑﮫ  082
را  (6ppmoژن  RCPﻣﺤﺼﻮل 
( 2ﺷﻤﺎره  )ﺷﮑﻞ.ﻧﺸﺎن داد
ﻠﺐ ﺗﺎﯾﯿﺪﮐﻨﻨﺪه ــاﯾﻦ ﻣﻄ
در  6ppmoژن   RCPﺣﻀﻮر ﻣﺤﺼﻮل
 ﺑﻮد.   T/R75ZTpوﮐﺘﻮر 
 ﯿﺪــــــﺗﺎﯾ ﺖــــﺟﮭ
ﯿﺪ ــــﻤــــﭘﻼﺳ ﺎﯾﯽــــﻧﮭ
 ﺗﻮاﻟﯽ ، ﭘﺮوﺳﮫ6ppmo-T/R75ZTp
 ﺣﺎﺻﻞ ﻧﺘﺎﯾﺞ و ﺷﺪ اﻧﺠﺎم ﯾﺎﺑﯽ
ﺗﻮاﻟﯽ ﺛﺒﺖ  ﺑﺎ ﯾﺎﺑﯽ ﺗﻮاﻟﯽ از
ﺷﺪه از اﯾﻦ ژن 
ﺑﺎ  knab eneG   )20000010EZAA(در
 CLCاﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺮم اﻓﺰار
 )4.6 noisreV( reweiv ecneuqeS
ﻧﺸﺎن  ﻧﺘﺎﯾﺞ ﺗﺮازﺑﻨﺪی ﺷﺪ.
 ﺷﺪه ﯾﺎﺑﯽ ﺗﻮاﻟﯽ ﺳﮑﺎﻧﺲ ﮐﮫ داد
ﺛﺒﺖ ﺗﻮاﻟﯽ ھﺎی  ﺑﺎ ﮐﺎﻣﻼК 
 knaB eneGدر  اﯾﻦ ژن از ﺪهــﺷ
 ﺗﺮﺗﯿﺐ اﯾﻦ ﺑﮫ .دارد ﻣﻄﺎﺑﻘﺖ
 وﮐﺘﻮر در ژن ﺣﻀﻮر ﺖــﺤـــﺻ
 .ﺷﺪ ﺗﺎﯾﯿﺪ 6ppmo-T/R75ZTp
ﺑﺎﻧﺪ ﻧﺎﺷﯽ از  آﺧﺮﯾﻦ
 ﺗﮑﺜﯿﺮ ژن ھﺪف در ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ
 اوﻟﯿﮫ ﻏﻠﻈﺖ ﺑﺎ  6ppmo-T/R75ZTp
- 4رﻗﺖ  در ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم، 11
ﭘﯿﮑﻮﮔﺮم(  1/1 ﺖــﻈـــ)ﻏﻠ01
ﮔﺮدﯾﺪ. ﻣﺤﺎﺳﺒﮫ  ﻣﺸﺎھﺪه
ﺗﻌﺪاد ﮐﭙﯽ ژن ھﺪف در اﯾﻦ 
ﻏﻠﻈﺖ از ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ، ﺑﺎ 
ﻋﺪد gnaihC اﺳﺘﻔﺎده از روش 
 ﺎن داد. ﺑﻨﺎــــرا ﻧﺸ 713
 اﯾﻦ روش ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه در ﺑﺮ
اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﻗﺎدر ﺑﮫ ﺗﺸﺨﯿﺺ 
ﮐﭙﯽ از ژن  713ﺣﺪاﻗﻞ ﺗﻌﺪاد 
 52در ﯾﮏ واﮐﻨﺶ  6ppmo
 )ﺷﮑﻞ.ﻣﺎﯾﮑﺮوﻟﯿﺘﺮی ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ
 (3 ﺷﻤﺎره
 ﺎﺑ ﺗﮑﺜﯿﺮی ﮔﻮﻧﮫ ھﯿﭻ
 ھﺎی ﭘﺮاﯾﻤﺮ از اﺳﺘﻔﺎده
روی  ﺑﺮ 6ppmo ژن ﯽــﺼﺎﺻـــاﺧﺘ
 ھﺎی ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﺎی ﻮمــژﻧ
ﺪ. ـﻧﺸ ﺪهـﺎھـﻣﺸ ﻔﯽـﻣﻨ ﮐﻨﺘﺮل
 ﻦـاﯾ ﺎﻧﮕﺮـﺑﯿ ﺘﺎﯾﺞــــﻧ اﯾﻦ
 ﺎیـﺮھـﻤـﭘﺮاﯾ ﮐﮫ ﺑﻮد
 6ppmo ژن ﺑﺮای ﺪهــﺷ ﯽـﺮاﺣـﻃ
 ﻞــﻋﻤ ﯽـاﺧﺘﺼﺎﺻ ﻼК ــﺎﻣــﮐ





 (4ﺷﻤﺎره  ﮑﻞـــ)ﺷ.ﻨﺪـدھ
 
  ﻣﻨﻔﯽ ﮐﻨﺘﺮل ھﺎی ﺑﺎﮐﺘﺮی ژﻧﻮم . ﻟﯿﺴﺖ1 ﺷﻤﺎره ﺟﺪول
 ﻧﺎم ارﮔﺎﻧﯿﺴﻢ ﺷﻤﺎره ﺳﻮﯾﮫ
 iennos allegihS 0929 CCTA
 eainomuenpalleisbelK 1887 CCTA
 iloc aihcirehcsE 22952 CCTA
 silitbus sullicaB 1506 CCTA
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
                                    مﻼﯾا ﯽﮑﺷﺰﭘ مﻮﻠﻋ هﺎﮕﺸﻧاد ﯽﻤﻠﻋ ﮫﻠﺠﻣ  
 هرودﻢﺘﺴﯿﺑ هرﺎﻤﺷ ،مرﺎﮭﭼ ، نﺎﺘﺴﻣز91 
 55
ATCC 25923 Staphylococcus aureus 
ATCC 29212 Enterococcus faecalis 
ATCC 700931 Salmonella Typhi 
ATCC 700669 Streptococcus penumoniea 
ATCC13060 Neisseria meningitides 
ATCC 13032 Coxiella burnetii 
ATCC 43895 E.coli O157H7 
ATCC 43887 E.coli EPEC 
PTCC 1480 Yersinia enterocolitica 












ﺷﻞﮑ  هرﺎﻤﺷ1ﺶﻨﮐاو ﺞﯾﺎﺘﻧ . PCR  یور ﺮﺑDNA ﮏﯿﻣﻮﻧژ  سﻮﻠﯿﻓﻮﻤھ یﺮﺘﮐﺎﺑ
 ،ﻞﮑﺷ ﻖﺑﺎﻄﻣ .اﺰﻧاﻮﻠﻔﻧآ 
 نژ ﯽﺻﺎﺼﺘﺧا یﺎھﺮﻤﯾاﺮﭘompp6 رﺎﻈﺘﻧا درﻮﻣ ﮫﻌﻄﻗ 280  هداد ﺮﯿﺜﻜﺗ ار یزﺎﺑ ﺖﻔﺟ
.ﺪﻧا 
 1ﯽﻟﻮﮑﻟﻮﻣ ﺺﺧﺎﺷ : 100 ؛یزﺎﺑ ﺖﻔﺟ 
 2ﺪﻧﺎﺑ : 280  نژ ﺮﯿﺜﻜﺗ ﮫﺑ طﻮﺑﺮﻣ یزﺎﺑ ﺖﻔﺟompp6 ؛ 


















ﻞﮑﺷ  هرﺎﻤﺷ2رﻮﺘﮐو یور ﺮﺑ ﯽﻤﯾﺰﻧآ ﻢﻀھ ﮫﺠﯿﺘﻧ .pTZ57R/T-ompp6 .M  ﺺﺧﺎﺷ :
 ﯽﻟﻮﮑﻟﻮﻣ1000 ؛یزﺎﺑ ﺖﻔﺟ 
 1ﺪﯿﻣزﻼﭘ : pTZ57R/T-ompp6   ؛هﺪﺸﻧ هﺪﯾﺮﺑ 
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 و ﻧﺘﯿﺠﮫ ﮔﯿﺮی ﺑﺤﺚ
از وﯾﮋﮔﯽ ھﺎی ﻣﮭﻢ 
 اﺳﺘﻔﺎده از ﺗﮑﻨﯿﮏ ھﺎی
ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ در ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﻮاﻣﻞ 
و  ﻋﻔﻮﻧﯽ، ﺳﺮﻋﺖ، ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ
 ﺑﮫھﺎ اﺳﺖ.  وﯾﮋﮔﯽ ﺑﺎﻻی آن
 ﺗﮑﻨﯿﮏ از اﺳﺘﻔﺎده دﻟﯿﻞ ھﻤﯿﻦ
 ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﺮای ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ھﺎی
 ﮔﺬﺷﺘﮫ دھﮫ ھﺎ در ﺑﯿﻤﺎری
 ﮐﺮده ﭘﯿﺪا زﯾﺎدی رواج
 ﺑﮫ اﯾﻦ ﺑﺎ ﺗﻮﺟﮫ (.41)،اﺳﺖ
در ﺗﺸﺨﯿﺺ  ﮐﮫ ﻣﺸﮑﻼت ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺑﺎﮐﺘﺮی  ﻣﯿﮑﺮوﺑﯽ
آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا وﺟﻮد دارد، 
ﻣﻠﮑﻮﻟﯽ آن ﺑﺴﯿﺎر  ﺗﺸﺨﯿﺺ
 از. (3)،ﺣﺎﺋﺰ اھﻤﯿﺖ اﺳﺖ
، ﺣﺎﺿﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ در رو اﯾﻦ
ﯿﻦ ﺑﺎر در ـــﺮای اوﻟــــﺑ
  RCPﺗﮑﻨﯿﮏ ﺮان ﯾﮏـــاﯾ
اﺳﺘﺎﻧﺪارد ﺑﺎ ﺗﻮﺳﻌﮫ ﮐﻨﺘﺮل 
 ﻣﺜﺒﺖ اﺳﺘﺎﻧﺪارد 
 
و ارزﯾﺎﺑﯽ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ و وﯾﮋﮔﯽ 
 ﺟﮭﺖ ﮏ اﯾﻦ روشـــآﻧﺎﻟﯿﺘﯿ
 و ﺮﯾﻊـــﺳ ﺗﺸﺨﯿﺺ
 ﺘﺮیـــــﺑﺎﮐ ﯽـﺘﺼﺎﺻـــاﺧ
راه  آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 ﮔﺮدﯾﺪ.  اﻧﺪازی
ﺗﺮﯾﻦ اﺟﺰای  ﯾﮑﯽ از ﻣﮭﻢ
ﻧﻤﻮﻧﮫ  ﺗﺴﺖ ھﺎی ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ،
ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ اﺳﺖ. از ﺟﻤﻠﮫ 
ﮐﮫ در  ﻧﻤﻮﻧﮫ ھﺎی ﮐﻨﺘﺮﻟﯽ
ﻨﻮان ــﮔﺬﺷﺘﮫ ﺑﮫ ﻋ
ﺘﺮل ـــﻮﻧﮫ ﮐﻨـــﻧﻤ
ھﺎی  در ﺗﺴﺖ ﺖـــﻣﺜﺒ
 ﺎﻣﻞـــﺗﺸﺨﯿﺼﯽ ﺟﮭﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋ
ﺑﯿﻤﺎری زا اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﺪ، 
 ANDژﻧﻮﻣﯿﮏ ﺑﻮد.  AND
ژﻧﻮﻣﯿﮏ ﺑﮫ دﻟﯿﻞ ﺳﺎﯾﺰ ﺑﺎﻻ، 
ﺑﮫ ﺗﻐﯿﯿﺮات دﻣﺎی ﻣﺤﯿﻂ 
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ﺑﺴﯿﺎر ﺣﺴﺎس ﺑﻮده و ﻣﻤﮑﻦ 
اﺳﺖ ﮐﮫ ﻗﺒﻞ از اﺳﺘﻔﺎده از 
آن ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ 
ﺗﺨﺮﯾﺐ ﮔﺮدد و در ﻧﺘﯿﺠﮫ ﭘﺲ 
ﻣﻨﺠﺮ ﺑﮫ  RCPاز اﻧﺠﺎم 
اﯾﺠﺎد ﻧﺘﺎﯾﺞ ﻣﻨﻔﯽ ﮐﺎذب 
ﮔﺮدد. در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺑﺮای 
ﻏﻠﺒﮫ ﺑﺮ اﯾﻦ ﻣﺤﺪودﯾﺖ و 
ﻗﻄﻌﮫ  ﺑﯿﺸﺘﺮ ﭘﺎﯾﺪاری ﺟﮭﺖ
ﭘﺲ از ﺗﮑﺜﯿﺮ ژن ﺗﺸﺨﯿﺼﯽ، 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﯾﻤﺮ  6ppmo
 RCP ھﺎی ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه، ﻣﺤﺼﻮل
  T/R75ZTpﭘﻼﺳﻤﯿﺪ در ژناﯾﻦ 
و از آن ﺑﮫ  ﮔﺮدﯾﺪ ﮐﻠﻮن
ﻋﻨﻮان ﮐﻨﺘﺮل ﻣﺜﺒﺖ 
اﺳﺘﺎﻧﺪارد در ﺗﺴﺖ اﺳﺘﻔﺎده 
 ﺷﺪ.
 در ﻣﮭﻢ ﺑﺴﯿﺎر ﻣﺴﺎﺋﻞ از ﯾﮑﯽ
 ﻋﺎﻣﻞ ﯾﮏ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺗﺸﺨﯿﺺ
 ﺣﺪ ﺗﻌﯿﯿﻦ ،زا ﺑﯿﻤﺎری
اﺳﺖ.  روش)ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ( ﺗﺸﺨﯿﺺ
 ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ ھﺎی روش از ﻣﺤﻘﻘﯿﻦ
 ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺣﺪ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺑﺮای
 اﮐﺜﺮ ﮐﻨﻨﺪ. در ﻣﯽ اﺳﺘﻔﺎده
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻣﻮرد در ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت
 ی ﺑﺮا آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 روش از ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺣﺪ ﺗﻌﯿﯿﻦ
 ﺪھﺎیــــواﺣ ﻦـــﻌﯿﯿﺗ
 gnimroF ynoloC) ﺳﺎز ﻠﻮﻧﯽــﮐ
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه اﺳﺖ. ( tinU
ﺳﻌﺎدﺗﯽ و ھﻤﮑﺎران از ھﻤﯿﻦ 
روش ﺟﮭﺖ ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ 
 .اﺳﺘﻔﺎده ﻧﻤﻮدﻧﺪ RCPواﮐﻨﺶ 
ﺑﮫ اﯾﻦ ﺻﻮرت ﮐﮫ ﭘﺲ از ﮐﺸﺖ 
ﺑﺎﮐﺘﺮی و اﻧﺪازه ﮔﯿﺮی 
ﻣﯿﺰان ﺟﺬب ﻧﻮری ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ، 
 01- 01از ﻣﺤﯿﻂ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺗﺎ 
رﻗﺖ ﺗﮭﯿﮫ و ﺑﺮای ﺗﻤﺎﻣﯽ 
اﻧﺠﺎم  RCPرﻗﺖ ھﺎ واﮐﻨﺶ 
ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ ﺟﮭﺖ ﻣﺤﺎﺳﺒﮫ ﺗﻌﺪاد 
ﺑﺎﮐﺘﺮی در ھﺮ رﻗﺖ ﻓﺮاﯾﻨﺪ 
ﺷﻤﺎرش ﮐﻠﻮﻧﯽ را اﻧﺠﺎم 
 00051ﮐﮫ ﺗﻌﺪاد ، دادﻧﺪ
ﮐﻠﻮﻧﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮی در ھﺮ ﻣﯿﻠﯽ 
ﻟﯿﺘﺮ ﺑﮫ ﻋﻨﻮان ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺺ 
ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس 
 (.9)،آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ﺗﻌﯿﯿﻦ ﺷﺪ
 روش اﯾﻦ ﺿﻌﻒ ﻧﻘﻄﮫ ﺗﺮﯾﻦ ﻣﮭﻢ
 زﻧﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺑﮫ ﻧﯿﺎزﻣﻨﺪی
 اﺳﺖ.
در روش دﯾﮕﺮ ﺗﻌﯿﯿﻦ 
 ANDﺣﺴﺎﺳﯿﺖ واﮐﻨﺶ از 
 ژﻧﻮﻣﯿﮏ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮد.
ﺑﺮای ( 0991)ﮐﺘﻞ و ھﻤﮑﺎران
ﺗﻌﯿﯿﻦ ﻣﯿﺰان ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ روش 
ژﻧﻮﻣﯿﮏ  AND، اﺑﺘﺪا از RCP
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا رﻗﺖ 
ﺗﮭﯿﮫ ﻧﻤﻮدﻧﺪ و ﺳﭙﺲ ﺑﺎ 
ﺑﺮ روی اﯾﻦ رﻗﺖ  RCPاﻧﺠﺎم 
ھﺎ، ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺺ اﯾﻦ روش را 
دﺳﺖ آوردﻧﺪ، ﮫ ﭘﯿﮑﻮﮔﺮم ﺑ 01
 5اﯾﻦ ﻣﯿﺰان ﺑﺮاﺑﺮ ﺑﺎ 
(. از 6)،ﮐﻠﻮﻧﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺑﻮد
در  و ھﻤﮑﺎرانﺗﻮرﯾﮕﻮ  ﺳﻮﯾﯽ
ﺟﮭﺖ ﺑﺮرﺳﯽ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ  7002ﺳﺎل 
ﻣﺸﺎﺑﮫ ﮐﺘﻞ از  ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺷﺎن
ﺖ ـــﺟﮭﮏ ـــژﻧﻮﻣﯿ AND
روش ﺷﺎن ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﯿﻦ ــﺗﻌﯿ
 (4).ﻋﻤﻞ ﮐﺮدﻧﺪ
ﻧﯿﺰ، ﺑﯿﻼل و  7002در ﺳﺎل
ھﻤﮑﺎران ﺣﺪ ﺗﺸﺨﯿﺺ روش 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  RCP xelpitlum
ﺑﺮای ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ژﻧﻮﻣﯿﮏ  AND
 2را  ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
دﺳﺖ ﮫ ﭘﯿﮑﻮﮔﺮم ﺑ
ھﻢ ﭼﻨﯿﻦ  (.51)،آوردﻧﺪ
( 9002)و ھﻤﮑﺎرانآﺑﺪﻟﺪﯾﻢ 
 ANDﺑﺎ ﺗﮭﯿﮫ رﻗﺖ ﺳﺮﯾﺎل از 
ژﻧﻮﻣﯿﮏ ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس 
 3آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ﻗﺎدر ﺑﮫ ﺗﺸﺨﯿﺺ 
ﮐﭙﯽ ژﻧﻮم در ھﺮ  03ﺗﺎ از 
 (.61)،ﺷﺪﻧﺪ RCPواﮐﻨﺶ از 
از ﻣﺤﺪودﯾﺖ ھﺎی اﺳﺘﻔﺎده 
در ﺗﻌﯿﯿﻦ  ژﻧﻮﻣﯿﮏ ANDاز 
واﮐﻨﺶ اﯾﻦ اﺳﺖ ﮐﮫ ﺑﺎ  DOL
ﺗﻮﺟﮫ ﺑﮫ ﻧﺎﭘﺎﯾﺪار و 
 ژﻧﻮﻣﯿﮏ ANDﺷﮑﻨﻨﺪه ﺑﻮدن 
ﻣﻤﮑﻦ اﺳﺖ ﺑﺎ ﺗﮭﯿﮫ رﻗﺖ 
 ﺳﺮﯾﺎل از آن ﮐﺎھﺶ ﯾﮑﻨﻮاﺧﺖ
ﺗﻌﺪاد ژن ھﺪف ﺻﻮرت 
 دراز اﯾﻦ رو (. 71)،ﻧﮕﯿﺮد
ﺟﮭﺖ ﺗﻌﯿﯿﻦ  ﺣﺎﺿﺮ ﺗﺤﻘﯿﻖ
 از ،RCPﺣﺴﺎﺳﯿﺖ واﮐﻨﺶ 
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
  ﻣﺠﻠﮫ ﻋﻠﻤﯽ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اﯾﻼم                                    
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ﺳﺎﺧﺘﮫ  ﻣﺜﺒﺖ ﮐﻨﺘﺮل ﭘﻼزﻣﯿﺪ
ﺷﺪه اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ و 
 ﺗﮭﯿﮫ ﺑﺎ RCPواﮐﻨﺶ  ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ
 ﺗﻌﯿﯿﻦﭘﻼﺳﻤﯿﺪ اﯾﻦ  از ﺳﺮﯾﺎل
 DOL در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫﮔﺮدﯾﺪ. 
 ﮐﭙﯽ 713 ﺑﺎ ﺑﺮاﺑﺮ RCPواﮐﻨﺶ 
 ﻣﺎﮐﺮوﻟﯿﺘﺮی 52 واﮐﻨﺶ ﯾﮏ در
 و آﻣﺪ. ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ دﺳﺖﮫ ﺑ RCP
 اﯾﻦ در ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ ﻣﯿﺰان ﺑﺮرﺳﯽ
 اﺳﺘﻔﺎده ﻣﻮرد ھﺎی روش ﺑﺎ روش
 ﻧﻤﻮد ﻣﺸﺨﺺ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﻣﺨﺘﻠﻒ در
 ﻧﺴﺒﺖ ﺷﺪه ﻃﺮاﺣﯽ ھﺎی ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﮐﮫ
ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه در ی ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎ ﺑﮫ
 ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ از ﺳﺎﯾﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت
 ﺑﺮﺧﻮردار ﺑﺎﻻﺗﺮی ﺑﺴﯿﺎر
 ھﺴﺘﻨﺪ. 
 ﺑﺮایدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ 
 ﭘﺮاﯾﻤﺮ و ﻃﺮاﺣﯽ ژن اﻧﺘﺨﺎب
 ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﻮرد ﻣﺘﻌﺪدی ﻣﻘﺎﻻت
 ھﻤﮑﺎران و ﮐﺘﻞ .ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﺮای
 ﻣﻐﺰی ﻣﺎﯾﻊ در آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 اﺳﺘﻔﺎده RCP روش از ﻧﺨﺎﻋﯽ
 ﺟﻔﺖ دو ﭘﺮوﺳﮫ اﯾﻦ در .ﮐﺮدﻧﺪ
)ژن  Axebھﺎی ژن اﺳﺎس ﺑﺮ ﭘﺮاﯾﻤﺮ
 ﺳﺎﮐﺎرﯾﺪ ﭘﻠﯽ ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه
)ژن ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه  6ppmoو ﮐﭙﺴﻮﻟﯽ(
 (6Pﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻏﺸﺎی ﺧﺎرﺟﯽ 
 از ﺣﺎﮐﯽ ﮔﺮدﯾﺪ. ﻧﺘﺎﯾﺞ ﻃﺮاﺣﯽ
 ﭘﺮاﯾﻤﺮ ﺟﻔﺖ دو ﮐﮫ ﺑﻮد آن
 اﯾﻦ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﺮای ﺷﺪه ﻃﺮاﺣﯽ
 ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺴﯿﺎر ﺑﺎﮐﺘﺮی
 ھﻤﮑﺎران و ﺑﯿﻼل (.6)،ھﺴﺘﻨﺪ
 ھﺎی ژن روی ﺑﺮ  7002 ﺳﺎل در
 ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه ژن ،Axeb ،6ppmo
 (، ژنmetﺑﺘﺎﻻﮐﺘﺎﻣﺎز)
 b ﺗﯿﭗ ﮐﭙﺴﻮل ﮐﺪﮐﻨﻨﺪه
 ﺑﺎ)sbpC( آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 ﮐﺎر RCP ﻣﺎﻟﺘﯿﭙﻠﮑﺲ روش
 روش ﮐﮫ ﮐﺮدﻧﺪ اﻋﻼم و ﻧﻤﻮدﻧﺪ
 اﯾﻦ از اﺳﺘﻔﺎده ﺑﺎ ﻣﺎﻟﺘﯿﭙﻠﮑﺲ
 ﺟﮭﺖ ﻣﻨﺎﺳﺒﯽ ﺑﺴﯿﺎر ژن، روش 4
 ﻗﺎﺑﻞ ﻏﯿﺮ ھﺎی ﺳﻮﯾﮫ ﺳﺮﯾﻊ ﺗﺸﺨﯿﺺ
 bﺳﺮوﺗﺎﯾﭗ  و ﺑﻨﺪی ﻃﺒﻘﮫ
 در آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
ﺗﻨﻔﺴﯽ  ﻣﺠﺎری ﺗﺮﺷﺤﺎت
 و ﺗﻮرﯾﮕﻮ (.51)،اﺳﺖ ﻓﻮﻗﺎﻧﯽ
 ژن ﺮھﺎیـــﭘﺮاﯾﻤ از ھﻤﮑﺎران
 ﺎﯾﯽـــﻨﺎﺳـــﺷ ﺑﺮای 6ppmo
 آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻗﻄﻌﯽ
 (.4)،ﻧﻤﻮدﻧﺪ اﺳﺘﻔﺎده
 ،(9002)ھﻤﮑﺎران وآﺑﺪﻟﺪﯾﻢ 
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ ﻧﺤﻮه
 ﺗﺮﺷﺤﺎت در را آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 ﻗﺮار ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﻮرد ﺗﻨﻔﺴﯽ
ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ  در ھﺎ دادﻧﺪ. آن
،  Axeb، 6ppmoژن 4 از ﺧﻮد
ﮐﺮدﻧﺪ.  اﺳﺘﻔﺎده bpnr، ANRrS61
 و ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﻖﺗﺤﻘﯿ ﺞ اﯾﻦﻧﺘﺎﯾ
 ﭼﻨﺎﻧﭽﮫ ﮫﮐ ﻧﻤﻮد ﻣﺸﺨﺺﻣﺸﺎﺑﮫ 
 اﻧﺠﺎم  Axeb اﺳﺎس ژن ﺑﺮ RCP
 ﮐﭙﺴﻮل ھﺎی ﺳﺮوﺗﺎﯾﭗ ﺗﻨﮭﺎ ،ﺷﻮد
 داده ﺗﺸﺨﯿﺺ دار اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮی
 ﺑﺴﯿﺎر 6ppmo اﻣﺎ ژن ﺷﻮد، ﻣﯽ
  ﺎیـــھ ژن از ﺗﺮ ﯽـــاﺧﺘﺼﺎﺻ
- 02)،ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ ANRrS61و bpnr
 در ژن اﯾﻦ ﮐﮫ ﺑﮫ ﻃﻮری .(61،81
 دار ﺴﻮلـــﮐﭙ ھﺎی ﺳﻮﯾﮫ ﺗﻤﺎم
 ﺴﻮﻟﮫـــﮐﭙ ﺮــــﻏﯿ و
 ﺻﻮرت ﺑﮫ آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 ﻗﺎدر و دارد ﺣﻔﺎﻇﺖ ﺷﺪه وﺟﻮد
 ھﺎی ﺳﻮﯾﮫ ﺑﯿﻦ ﺗﻤﺎﯾﺰ اﯾﺠﺎد ﺑﮫ
  ﮐﻮﻣﻨﺴﺎل و زا ﺑﯿﻤﺎری
  آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 آﻧﺎن ﻧﺘﺎﯾﺞ .(6،12-72)،اﺳﺖ
 ذﮐﺮ ژن 4 ﺑﯿﻦ از ﮐﮫ داد ﻧﺸﺎن
 ھﺪف ژن ﺑﮭﺘﺮﯾﻦ 6ppmo   ژن ﺷﺪه،
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺟﮭﺖ
 (82-03).ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽ آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ اﺧﺘﺼﺎﺻﯿﺖ 
ﺟﮭﺖ ﺗﺸﺨﯿﺺ اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ  6ppmoژن 
ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس 
آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا در ﻃﯽ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت 
ﺑﯿﻮاﻧﻔﻮرﻣﺎﺗﯿﮑﯽ ﺑﺎ 
اﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺮم اﻓﺰار 
 IBCNﺳﺎﯾﺖ  TSALB remirPآﻧﻼﯾﻦ 
ﻣﻮرد ارزﯾﺎﺑﯽ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ. 
در اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﻣﺤﺼﻮل 
ﺗﮑﺜﯿﺮی ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی اﺳﺘﻔﺎده 
ﺷﺪه در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺑﺎ 
ﻣﺤﺼﻮل ﺗﮑﺜﯿﺮی ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی 
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪه در ﺳﺎﯾﺮ 
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺗﺸﺨﯿﺺﺟﮭﺖ  )RCP(ﻃﺮاﺣﯽ واﮐﻨﺶ زﻧﺠﯿﺮه ای ﭘﻠﯽ ﻣﺮاز
 ﷴ ﺳﻠﯿﻤﺎﻧﯽ و ھﻤﮑﺎران-آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
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ﻣﻘﺎﻻت ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﯽ ﻗﺮار 
ﮔﺮﻓﺖ و ﺑﺎ ﯾﮑﺪﯾﮕﺮ ﻣﻘﺎﯾﺴﮫ 
ﮔﺮدﯾﺪ. ﻧﺘﺎﯾﺞ اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ 
ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی ﻧﺸﺎن داد ﮐﮫ 
در اﯾﻦ ﻣﻘﺎﻻت ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه 
ﺗﮑﺜﯿﺮ در ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻋﻼوه ﺑﺮ 
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا، ﻗﺎدر 
ﺑﺎﮐﺘﺮی  4 ﺗﮑﺜﯿﺮ درﺑﮫ 
، ھﻤﻮﻟﯿﺘﯿﮑﻮس ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
 ،ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﭘﺎرا آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
آوی ﺳﻮﻣﻨﻮس و  ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس
ﭘﺎراﮔﺎﻟﯿﻨﺎروم  ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻮم
ﻣﺸﺎﺑﮫ ﺑﺎ ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس 
. (6،4،)ﺑﻮدﻧﺪآﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا، 
در ﺣﺎﻟﯽ ﮐﮫ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی 
ﻦ ـــدر اﯾﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه 
ﻋﻼوه ﺑﺮ ﻌﮫ ـــﺎﻟــــﻄـــﻣ
ﺨﯿﺺ ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ـــﺗﺸ
ﺑﮫ  آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا، ﺗﻨﮭﺎ ﻗﺎدر
ﺟﻔﺖ  082ﺗﮑﺜﯿﺮ ﯾﮏ ﻗﻄﻌﮫ 
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس  ﺑﺎزی در ﺑﺎﮐﺘﺮی
ﺑﻮدﻧﺪ. ﺑﺎ ھﻤﻮﻟﯿﺘﯿﮑﻮس 
ﮐﮫ اﯾﻦ  ﺗﻮﺟﮫ ﺑﮫ اﯾﻦ
 ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺗﺮﯾﻦ ﺷﺎﺧﺺ ﺑﺎﮐﺘﺮی
 ﻃﺒﯿﻌﯽ ﻃﻮر ﺑﮫ ﮐﮫ اﺳﺖ ھﻤﻮﻟﯿﺘﯿﮏ
ﻣﺠﺎری ﺗﻨﻔﺴﯽ ﻓﻮﻗﺎﻧﯽ  در
 ھﺎی ﻋﻔﻮﻧﺖ ﺑﺎ و دارد وﺟﻮد
 ﻣﺘﻮﺳﻂ ﺷﺪت ﺑﺎ ﻧﺎدر
 در ﻓﻮﻗﺎﻧﯽ ﺗﻨﻔﺴﯽ ﻣﺠﺎری در
 ورود ،اﺳﺖ ﻣﺮﺗﺒﻂ ﮐﻮدﮐﯽ ﺳﻨﯿﻦ
 ﺑﺴﯿﺎر FSC ﺑﮫ ارﮔﺎﻧﯿﺴﻢ اﯾﻦ
ﺑﮫ ﻋﺒﺎرﺗﯽ (. 13)،اﺳﺖ ﻧﺎدر
اﺳﺘﻔﺎده از ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی 
ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ 
 ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺟﮭﺖ
 ﺧﻠﻠﯽھﯿﭻ ﮔﻮﻧﮫ  ،آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا
 ﺑﺎﮐﺘﺮی اﯾﻦ ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﯽ در را
ﻧﺘﺎﯾﺞ ﮐﺮد.  ﻧﺨﻮاھﺪ اﯾﺠﺎد
اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﻧﺸﺎن داد ﮐﮫ 
ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه در  ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی
ﻧﺴﺒﺖ ﺑﮫ  ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺣﺎﺿﺮ
از  ،ﻣﻘﺎﻻتﺳﺎﯾﺮ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی 
ﺑﺮای  ﺑﺴﯿﺎر ﺑﺎﻻﺗﺮی وﯾﮋﮔﯽ
ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس  6ppmoژن 
 .اﺳﺖ ﺑﺮﺧﻮردارآﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا 
ﺑﺮای در ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﺣﺎﺿﺮ، 
 RCPواﮐﻨﺶ  ﺗﻌﯿﯿﻦ وﯾﮋﮔﯽ
ﺑﺎﮐﺘﺮی  6ppmoﺑﺮای ژن 
ﻣﻄﺎﺑﻖ ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا 
از ژﻧﻮم دو  1 ﺷﻤﺎره ﺟﺪول
ﺑﺎﮐﺘﺮی ﻣﮭﻢ دﯾﮕﺮ ﻣﻮﻟﺪ 
ﺘﺮپ ــــاﺳ)FSCدر ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ 
ﻮﻧﯿﮫ و ﻧﺎﯾﺴﺮﯾﺎ ـــﯿﻮﻣـــﻧ
اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ.  (ﻣﻨﻨﮋﯾﺘﯿﺪﯾﺲ
ﻧﺘﺎﯾﺞ اﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﻧﺸﺎن داد 
ﮐﮫ ﭘﺮاﯾﻤﺮھﺎی ﻃﺮاﺣﯽ ﺷﺪه 
ﺑﺮای ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس 
اﺧﺘﺼﺎﺻﯽ  آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا ﮐﺎﻣﻼК 
ﻗﺎدر ﺑﮫ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﻋﻤﻞ ﮐﺮده و 
و اﻓﺘﺮاق اﯾﻦ ﺑﺎﮐﺘﺮی از 
ﺳﺎﯾﺮ ﺑﺎﮐﺘﺮی ھﺎی ﻣﻮﻟﺪ 
 ھﺴﺘﻨﺪ. FSCﻣﻨﻨﮋﯾﺖ در 
اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ ﻧﺸﺎن داد ﮐﮫ 
ﺑﺎﮐﺘﺮی  6ppmoژن  RCP
ھﻤﻮﻓﯿﻠﻮس آﻧﻔﻠﻮاﻧﺰا روﺷﯽ 
 ﺑﺎ ﺣﺴﺎﺳﯿﺖ و وﯾﮋﮔﯽ
آﻧﺎﻟﯿﺘﯿﮏ ﺑﺎﻻ اﺳﺖ و ﻇﺮﻓﯿﺖ 
 ﺑﺎﻻﯾﯽ ﺑﺮای اﺳﺘﻔﺎده ﺑﮫ
ﻋﻨﻮان اﺑﺰاری در ﺗﺸﺨﯿﺺ 
ﯾﻦ ﺳﺮﯾﻊ ﻣﻨﻨﮋﯾﺖ ﻧﺎﺷﯽ از ا
ﺑﺎﮐﺘﺮی ﺑﮫ وﯾﮋه در ﻣﻮارد 
ﻣﺼﺮف آﻧﺘﯽ ﺑﯿﻮﺗﯿﮏ ﺗﻮﺳﻂ 
 ﺑﺎ ﯽﺑﯿﻤﺎر را دارد، از ﻃﺮﻓ
 روش، اﯾﻦ ھﺎي ﯾﺖ ﻣﺰ ﺑﮫ ﺗﻮﺟﮫ
 اﻧﺠﺎم از آن ﭘﺲ ﻛﺎرﮔﯿﺮي ﺑﮫ
ﺑﺮاي  ﻻزم ﺑﺎﻟﯿﻨﻲ ﻣﻌﺎﯾﻨﺎت
 در ﺗﺴﺮﯾﻊ ﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﯿﻤﺎری و
 ھﺎي آزﻣﺎﯾﺸﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﯾﻲ در
 ﺧﻮاھﺪ ﺳﻮدﻣﻨﺪ و ﻣﻔﯿﺪ ﺗﺸﺨﯿﺼﻲ
 .ﺑﻮد
 ﺳﭙﺎﺳﮕﺰاری
 از ﺑﺨﺸﻲ ﺣﺎﺻﻞ ﺣﺎﺿﺮ ﻣﻄﺎﻟﻌﮫ
 ﺑﺎ ﻛﮫ اﺳﺖ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎﺗﻲ ﻃﺮح
 ﻋﻠﻮم داﻧﺸﮕﺎه ﻣﺎﻟﻲ ﺎﯾﺖـــﺣﻤ
 اﻧﺠﺎم ﺑﮫ ارﺗﺶ ﭘﺰﺷﻜﻲ
 ﺑﺪﯾﻦ اﺳﺖ. ﯿﺪهــــرﺳ
 ﺎﻣﻲــــﺗﻤ از ﯿﻠﮫـــــوﺳ
 در ھﻤﮑﺎران و ﻣﺴﺌﻮﻻن
 ﺰﺷﻜﻲــــﭘ ﻋﻠﻮم ﮕﺎهـــداﻧﺸ
 ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﻣﺮﮐﺰ و ارﺗﺶ
 در ﮐﮫ ﺗﺴﻨﯿﻢ ﻮﺗﮑﻨﻮﻟﻮژیـــﺑﯿ
 ﯾﺎری را ﻣﺎ ﺗﺤﻘﯿﻖ اﯾﻦ اﻧﺠﺎم
 .ﻧﻤﺎﯾﯿﻢ ﻣﯽ ﺗﺸﮑﺮ ﻧﻤﻮدﻧﺪ،
.elif FDP siht etaerc ot desu saw FDPavon fo noisrev noitaulave nA
.eciton siht tuohtiw selif FDP etareneg ot esnecil a esahcruP
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Abstract 
 
Introduction: Haemophilus influenza (H. 
influenza) is an important cause of 
meningitis in infants and children aged less 
than five years. For this reason the early 
diagnosis of this bacterium is important. 
Studies have shown that molecular 
methods are specific tests for early dete-
ction for this agent. The purpose of this 
study was to design a PCR assay for the 
rapid detection of H.influenzae bacterium. 
 
Materials & Methods: In this study 
specific primers were designed based on 
ompp6 gene and polymerase chain reaction 
(PCR) assay was setup. To create the 
standard positive control, the PCR product 
was cloned in pTZ57R/T vector. The 
existence of the desired gene in the T-
vector was confirmed by digestion and 
sequencing processes. Sensitivity of the 
PCR assay was determined by preparing a 
serial tenfold dilutions of the positive 
control plasmid with starting concentration 
of 11ng/µl. The Specificity of the assay 
was verified by using of PCR on the 
genomic DNA of a variety of bacteria. 
 
Findings: PCR results showed a band of 
the expected size 280bp. Sensitivity results 
indicated that the limit of detection of the 
assay was 317 copy numbers. No amplify-
ication was observed after PCR in negative 
control bacteria genomic DNA. This outc-
ome proved the specificity of the PCR 
assay. 
 
Discussion & Conclusion: The results of 
this study showed that the PCR assay is a 
rapid, highly sensitive and specific test for 
detection of H.influenzae bacterium. 
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